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OZET

TAKVIYE EDICI GIDALAR iCINDE BULUNAN MELATONININ YPSK iLE
MIKTARININ TAYINI

Ilaha TAGHIZADE

Analitik Kimya Anabilim Dal1
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Haziran 2024
Danisman: Prof. Dr. Goksel ARLI
(Ikinci Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Burcu SEZGIN)

Melatonin, epifiz bezinde iiretilen ve insan viicudundaki c¢esitli fizyolojik
fonksiyonlar1 diizenleyen, serbest radikalleri siiplirme ve baskilama yetenegi olan bir
hormondur. Melatonin, sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigindan
cesitli hastaliklarin teshisi ve tedavisinde kritik bir molekiil olarak kabul edilmektedir.
Klinik uygulamalarda c¢esitli formlarda preparatlar, ekzojen melatonin uygulamasi
seklinde tedavi ve takviye amacli olarak kullanilmaktadir. Tedavilerde uygun dozun
belirlenmesi ve kalite kontrolii i¢in preparatlarin melatonin igeriginin dogru bir sekilde
belirlenmesi 6nemlidir. Bu ¢alismada, ¢esitli preparatlarda melatonin tayini i¢in yeni,
ucuz, hizli ve saglam bir YPSK-PDA yontemi gelistirilmis ve dogrulanmistir. Ayirma
islemi, izokratik olarak Nanologica SVEA CI18 (4.6 x 250 mm, 5 pum) kolonda
gerceklestirilmis olup, hareketli fazin bilesimi: ACN : Su (30:70, v/v)'den olugmaktadir.
Akis hizi 1,00 mL dk!, kolon firin sicakligi 25 °C ve enjeksiyon hacmi 10 uL dir.
Gelistirilen YPSK-PDA y6nteminde 0,14 mg L' LOD ve 0,47 mg L' LOQ degerleri elde
edilmistir. Geri kazanim degerleri %98,15-102,02 araliginda degistigi gozlenmistir.
Gelistirilen yontemin %BSS degerleri %1'in altindadir. Gelistirilen YPSK-PDA yontemi
cesitli preparatlar icinde bulunan melatonin tayininde rutin analizlerde kullanilabilecegini

gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Melatonin, Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi-Foto Diyot

Dizisi Dedektori
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE AMOUNT OF MELATONIN IN FOOD
SUPPLEMENTS BY HPLC

Ilaha TAGHIZADE

Department of Analytical Chemistry
Anadolu University, Institution of Graduate Schools, June 2024
Supervisor: Prof. Dr. Goksel ARLI
(Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Burcu SEZGIN)

Melatonin is a hormone produced in the pineal gland that regulates various
physiological functions in the human body and has the ability to scavenge and suppress
free radicals. Because melatonin plays an important role in regulating circadian rhythm,
it is considered a critical molecule in the diagnosis and treatment of various diseases. In
clinical practice, various forms of preparations are used for treatment and
supplementation purposes in the form of exogenous melatonin application. It is important
to accurately determine the melatonin content of the preparations to determine the
appropriate dose and quality control in treatments. In this study, a novel, inexpensive, fast
and robust HPLC-PDA method was developed and validated for the detection of
melatonin in various preparations. The separation process was carried out isocratically on
a Nanologica SVEA C18 (4.6 x 250 mm, 5 um) column, and the composition of the
mobile phase consisted of Water : ACN:(30:70, v/v). The flow rate was 1.00 mL min™!,
the column oven temperature was 25 °C and the injection volume was 10 pL. In the
developed HPLC-PDA method, 0.14 mg L' LOD and 0.46 mg L! LOQ values were
obtained. It was observed that recovery values varied between 98,15-102,02%. The
%BSS values of the developed method are below 1%. It has been shown that the
developed HPLC-PDA method can be used in routine analyzes for the determination of

melatonin in various preparations.

Keywords: Melatonin, High Performance Liquid Chromatography-Photodiode Array
Detector

v



TESEKKUR

Aragtirma siiresince benden maddi manevi yardimini esirgemeyen, bana rehberlik
eden, bana elinden geldigi her imkani saglamaya calisan sayin hocam Prof. Dr. Goksel
ARLI’ya

Bu calisma boyunca bilgisini ve tecriibelerini benden eksik etmeyen, herhangi bir
sorunla karsilastigimda yanimda olup ¢6ziim iiretmeye ¢alisan ve yine bu siirecte bana
kars1 oldukea sabirli olan saym hocalarim Dog¢. Dr. Murat SOYSEVEN’e ve Dr. Ogr.
Uyesi Burcu SEZGIN’e,

Bu uzun ve zorlu siirecte her zaman destek¢im olan ve sevgisini bana her daim
hissettiren canim ailem’e,

Son olarak g¢alismamin son donemlerinde bana oldukc¢a destek olan sevgili
arkadagim Muharremova Fatima’ya,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...

Ilaha TAGHIZADE



06/06/2024

ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Ilaha TAGHIZADE

vi



ICINDEKILER

Sayfa

BASLIK SAYFASI ....cououeeureerenessessessessessessessessssssssssssssssssessessessessessessessssssssssessessssesses i
OZET ..oooeeeeeeeeiieceennrcsnnnesteecccssssssnsasssssecssssssssasssssesssssssssnsssssssssssssssssasssssssssssssssnsassssssssssssss iii
ABSTRACT .c.ecoureeererrsressessessessesssssssssssssssessessessesssssessssssssssessessessssessssssssessssassessessesssss iv
TESEKKUR ......ooueeurerrnenssessssnssessssssessssssssssssessssssssssssssssssssesssssssssssssssessessssssssssssassssessose v
ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI ......ccoevvueerererennene vi
ICINDEKILER ......cccuveeteereeenresnesnssessesssssssssssssssesssssssssssssssssssssesssssssessssssssssessssosss vii
TABLOLAR DIZINI...coiueeuiieereerieensssresssessssssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssseses ix
SEKILLER DIZINI......coveiteeiieererrresiessnessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssessns X
GORSELLER DIZINI ....cocuiieetieiresinesressiesssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens xi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.....ccoceeenerrreenrenereennresnssssesnssssessesessessens xii
1. GIRIS VE AMAC ...cucuereerreernensenssssnssessssnsssssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssesssssssesssssssssass 1
2. GENEL BILGILER.........cuiiteeieeereesresssssssssssssessssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssssessses 3
2.1 MEL oo 3
2.2. MEL’in Fiziksel ve Kimyasal OzelliKIeri............c.cocoovovierererereeeeeeeeseeeeeneee 4
2.3. MEL’IN BIYOSENLEZI.....veeeuiieniieeiiieiieeiieeieeeiie ettt eteesveeiaeseaeebeeseaeeseesnseenseesenas 5
2.4. MEL Tayini ile 1gili Yapilmis Calismalar...............ccccoevrueveeeevererereeeenerereenenanns 6
2.5 YPSKPDA ... 9
3. MATERYAL VE METOT .......oovuesuesresresressessesssssssssssssssssessessessessessessessssssssssessesses 10
3.1. Kullanilan Malzemeler ............coovuviiiiiiiiiiieeiieee e e 10
3.2. Kullanilan CIRazIar...........ccoeeieeiiiieieeieee et 10

I T €011 1<) 1o N USRS UR PP 11



3.3.1. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi............cccocoeveeeiiiieiiieecieceee e, 11

3.3.2. Numunelerin hazirlanmasi...........cocceeeiiieiiieiiienieeieeeceeee e 11
3.3.3. Hareketli fazin hazirlanmasi ............cccccoeviiiiiiiniiniiieiecieeeeceee e 11
3.3.4. YPSK-PDA YONTEMI...cueeeitieriieeiieriieeiieniieeieeniieeieenieeeeteenaeesnseenseeseseeseesnnes 12
3.3.5. Sonuglarin degerlendirilmesi.........ccceecvieriieiiienieiiieiecieee e 12
3.3.6. Sistem uygunluk teStIETT .....oovuvieiieiieeiiecie et 12
3.3.7. Yontem gecerliliZinin teSPIth ...eeveerueeereierieeiieiie ettt 13
3.3.7.1. Segicilik, Dogrusallik, Saptama Sinir1 (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ).. 14
3.3.7.2. DOZIUIUK ... 14
3.3.7.3  KESINIIK ettt ettt et e 14
3.3.7.4. SaBlamliK ....cc.ooiiiiiiiiiieie e 15

4. BULGULAR VE TARTISMAL...ccccierinirsuissucssnssanssessssssssssassasssssssssssssssssssssssssasssssss 16
4.1. Yontem Optimizasyon Calismalari.........cccoccueevieeniieiiieniieiiieiecieeee e 16
4.2, SUT CalISMAIATT .....ccvviiiiiieeiieeciie ettt e et e e vae e e veeeeereeeensee e 17
4.3. Yontem GegerliliZinin TeSPith ......cceerieeriierieiiieiieeiieiie ettt 17
4.3.1. Dogrusallik, LOD ve LOQ ...cccuiiiiiiiiieiiiiiieiieeie ettt 17
4.3.2. DOZIUIUK ..ottt et 19
4.3.3. KESINITK .c..tiiiiieiiecie ettt 19
4.3.4. SaBIaMIIK ..ooiiiiiiiii e e e 20
4.3.5. OrNeK SONMUGIATL.......vvivieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 20

5. SONUCLAR VE TARTISMA ....ccievirvnsensrisnissisissessessessssssssssssisssssssssssssssssssssssssanes 24
KAYNAKG A ..ucoiiiininisninsisisisssssssssssssssississsssissssssssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssssssnsanes 25
OZGECMIS cucunnninrcircincinscissisncssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 30

viii



Tablo 3.1.

Tablo 4.1.

Tablo 4.3.

Tablo 4.4.

Tablo 4.5.

Tablo 4.6.

Tablo 4.7.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa
SUT i¢in kullanilan parametreler ve formilleri.........ccooeveniininiincnncnnene. 13
Optimum YPSK-PDA kosullart .........ccccoevueeiiiiiiiiiiiieiecieeeeee e 16
MEL i¢in dogrusallik, LOD ve LOQ degerleri.........cccceevvienieniieniianieees 18
Gelistirilen YPSK-PDA yonteminin dogruluk sonuglart ...........cceevueennennne. 19
Gelistirilen YPSK-PDA yonteminin kesinlik sonuglart .........c..ccceeveniennene. 19
Gelistirilen YPSK-PDA yonteminin saglamlik sonuglart ............c.cccoeneeene 20
Gida takviyesi orneklerinin i¢erdikleri MEL miktarlart............ccccooeenennee. 20

X



SEKILLER DiZINi

Sayfa
Sekil 2.1. MEL’in MOIeKUL YaPIST c..ceecuiiiiiiiieiiieiieeie ettt s 5
SeKil 2.2. MEL SENCZI.....veeiiiiuiiiieeeeieiee et et e et e e e e e e eeetaeeeeeeaaeeeeeeaaaeeeens 6

Sekil 4.1. Optimum kosullarda elde edilen MEL (60 mg L!) standard: igeren ¢ozeltinin

KIOMALOZIAMI......viiiiiiiiieiie ettt ettt et e et e et e sabeesaesnbeenseesnseenseens 17
Sekil 4.2. MEL iceren kalibrasyon ¢ozeltileri kromatogramlart ............cccceevveeieennennnee. 18
Sekil 4.3. MEL iceren kalibrasyon ¢ozeltileri igin derisim - alan grafigi ...................... 18
Sekil 4.4. YPSK-PDA ile elde edilen gida takviyesi 1 6rnek kromatogrami................. 21
Sekil 4.5. YPSK-PDA ile elde edilen gida takviyesi 2 6rnek kromatogrami................. 21
Sekil 4.6. YPSK-PDA ile elde edilen gida takviyesi 3 6rnek kromatogrami................. 22
Sekil 4.7. YPSK-PDA ile elde edilen gida takviyesi 4 6rnek kromatogrami................. 22
Sekil 4.8. YPSK-PDA ile elde edilen gida takviyesi 5 6rnek kromatogrami................. 23



GORSELLER DiZiNi

Sayfa

Gorsel 4.1. Calismalarda kullanilan YPSK-PDA sistemi 11

X1



ACN

As

BSS

dk

ELISA

FLD

JECFA

ICH

LFIA

LOD

LOQ

SUT

MEL

MeOH

mg

ng

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Asetonitril

: Secicilik faktorii

: Asimetri faktorii

: Bagil Standart Sapma

: Dakika

: Enzim baglantili immiinosorbent tahlili
: Floresans dedektorii

: Joint Expert Committee in Food Additives and Contaminants
: Uluslararas1 Uyumluluk Konferansi

: Kapasite faktorii

: Akis immiinoanaliz

: Saptama alt sinir1

: Tayin alt sinir1

: Sistem Uygunluk Testleri

: Melatonin

: Metanol

: Miligram

: Mikrolitre

: Mikrogram

: Teorik tabaka sayist

Xii



ng
PDA
pg
pmol
PVDF
R2

R
RIA
SPE

SS

USP

YPSK

: Enjeksiyon sayisi

: nanogram

: Fotodiyod dizisi dedektor
: pikogram

: pikomol

: Poliviniliden floriir

: Belirleme katsayist

: Ayirim giicii

: Radyoimmiin test

: Kat1 faz ekstraksiyonu

: Standart sapma

: Kuyruklanma faktorii

: Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi

: Yiiksek performanslt Stvi Kromatografisi

xiii



1. GIRIS VE AMAC

Viicut hiicrelerinin enerji tiretimi sirasinda oksijen kullanimina bagli olarak ortaya
cikan serbest radikallerin siipiiriilmesi ve baskilanmasinda antioksidan maddeler 6nemli
etkilere sahiptirler (Shinde vd., 2012; Undeger vd., 2004). Melatonin (MEL),
antioksidanlar arasinda en giiclii serbest radikal siipiiriicliler arasinda karsimiza
cikmaktadir. MEL, bir¢ok fizyolojik islevin diizenlenmesinde yer alan, radyo-koruyucu
ozellige sahip hidroksil radikali siipiiriicii bir antioksidandir (Saija vd., 2002; Vijayalaxmi
vd., 2002).

MEL viicut biyolojik saatinin diizenlemesi agisindan 6nemli rola sahip bir
hormondur. Cogunlukla gece saatlerinde salgilanir ve gece uykusu esnasinda MEL
diizeyi zirve noktaya ulagsmaktadir. MEL ritmi birey icinde istikrarli olmasina ragmen
bireyler arasinda farkliliklar olabilmektedir ve yaslilikla birlikte MEL {iretimi ¢ogunlukla
azalmaktadir. Bunun sonucunda yaglilarda uyku diizenlerinde bozukluklara daha ¢ok

rastlanmaktadir (Cam ve Erdogan, 2003; Klein 2015; Mufoz vd., 2014).

MEL igeren preparatlar cesitli formlarda sirkadiyen ritim ve uyku diizenlenmesi
amactyla yaygin olarak kullanilmatadir. Ozellikle uykuya gegisi hizlandirmak ve uyku
kalitesini artirmak amaciyla eksojen MEL uygulamalar1 son yillarda yayginlagmistir.
Eksojen MEL uygulamalar1 gida takviyesi olarak Avrupa Gida Giivenligi Ajans1 (EFSA)
tarafindan 2010°da onaylanmistir. ABD’de de recetesiz olarak gida takviyesi olarak temin
edilebilmektedir. Bazi {ilkeler ise getirdikleri diizenlemeler ile MEL eksojen alimini
sadece regeteli ila¢ seklinde uygulamaktadir (Reiter, 1991; Ait Abdellah vd., 2023;
Roman Martinez vd., 2022).

Ulkemizde yillarca gida takviyesi olarak kullanilabilen MEL igin “Tiirk Gida
Kodeksi Takviye Edici Gidalar Tebligi-Takviye Edici Gidalar Kisith Maddeler
Listesi’nde giincelleme yapilmistir. Giincelleme ile MEL’in takviye edici gidalar i¢inde

kullanim1 uygun bulunmamistir (Gida Kodeksi, 2013).

Cesitli hastaliklarin teshisinde MEL diizeylerindeki sapmalar belirleyici olabilir
dolayistyla viicut sivilart ve dokularindaki MEL derisimleri klinik kararlarda 6nemli yer
tutmaktadir. Bu sebeple viicut sivilar1 ve dokularindaki bulunan MEL miktarinin
belirlenmesi i¢in hassas ve segici yontemlere gereksinim bulunmaktadir. Benzer sekilde
kullanilacak analitik yontemler, gida ve gida takviyeleri i¢inde bulunan MEL miktarlar

1



diyet ile olan maruziyetin degerlendirilmesinde, gida takviyeleri ve ilag tiretiminde kalite
kontrol ¢alismalarinda 6nem tasimaktadir (Benloucif vd., 2008; De Almeida vd., 2011;
Khachornsakkul vd., 2023).

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (YPSK) ila¢ ve gida alaninda birgok
maddenin tayininde tercih edilen analitik tekniklerden biridir. Cesitli matrislerde MEL
tayini i¢in de YPSK 0Oncelikle tercih edilen yontemlerden biridir. Literatiirde sunulmus
olan MEL tayin yoOntemleri ¢esitli artilarinin yaninda maliyet, analiz siiresi, reaktif
tilketimi gibi yonlerden dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle arastirmacilar kisa analiz
stiresi, diisiik maliyet ve diisiik reaktif tiikketimi saglamay1 amaglamaktadir. Gida takviyesi
analizlerinde kalite kontrol agisindan degerli olabilecek MEL tayini i¢in yeni analitik
yontemlere gereksinim bulunmaktadir (Khachornsakkul vd., 2023; Murat Soyseven,

Sezgin, ve Arli 2023; M. Soyseven, Sezgin, ve Arli 2022).

Bu c¢alismada, ¢esitli gida takviyeleri i¢inde MEL tespit ve tayininde
kullanilabilecek bir analitik yontem gelistirilmesi amaglanmistir. Bir fotodiyot dizisi
dedektor (PDA) kullanilarak gelistirilecek YPSK-PDA yontemi i¢in optimum c¢alisma
kosullarinin belirlenmesi, yontem gecerliliinin tespiti ve ¢esitli 6rnek matrislerinde

yontemin uygulanmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. MEL

MEL hidroksil, hidrojen peroksit ve nitrik oksitler gibi tiirleri detoksifiye edebilen
antioksidan 6zellikli bir maddedir. MEL, ilk olarak 1958’de Lerner tarafindan sigir epifiz
bezinde sentezlenen bir madde olarak kesfedilmistir. Ancak yapilan arastirmalar bagka
dokularda da MEL iiretimi oldugunu ortaya konmustur. MEL salinimi sirkadyen ritim
gostermektedir ve antioksidan Ozellikleri yaninda antidepresan, ndro-protektif, anti-
inflamatuvar ve anti-timér etkilere sahiptir. Ozellikle uyku diizeninin olugmasinda ve
bagisiklik fonksiyonunun desteklenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bunlarin yaninda
caligmalar MEL’in nérodejeneratif hastaliklar, otizm ve kanser gibi ¢esitli rahatsizliklarla
da iligkili oldugunu gostermektedir (Abuja veAlbertini, 2001; Sanchez-Hidalgo vd.,
2009; Ishizaki, Uemura, ve Kataoka, 2017). MEL’in temel gorevlerinden biri viicut
biyolojik saatini ayarlamaktir. Bunun yaninda MEL c¢esitli biyolojik ve fizyolojik
siireglerde yer almaktadir. Hiicre yenilenmesi, bagisiklik, viicut 1sis1 ve uyku dongiisii
diizenlenmesi gibi siireglerinde 6nemli gorevleri vardir (Claustrat vd., 2005). MEL’in

cesitli sistemler ve hastaliklar lizerine etkileri Tablo 2.1.’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. MEL'in ¢esitli sistemler ve hastaliklar iizerine etkileri (Emet vd., 2016)

Sistem veya Mekanizma | Etki

Uyku diizenleme Jet lag tedavisi, faz kayma tedavisi
Psikiyatrik Anti-depresan, anksiyolitik, antineofobik, Uyusturucu bagimliligi tedavisi
Merkezi sinir sistemi Noroprotektif, anti-inflamatuar, agri modiile edici, hafiza olugumunu

diizenleyici, beyin 6demi tedavisi, ¢ocuklarda anti-epileptik

Endokrin sistem Mevsimsel lireme, yumurtalik fizyolojisi, iireme hormonu salinimimin

diizenlenmesi, osteoblast farklilasmasi, Tip 2 diyabet

Otoimmiin Hastaliklar Multipl skleroz, Tip 1 diyabet, inflamatuvar bagirsak hastaligi, sistemik

lupus eritematozus, romatoid artrit, otoimmiin hepatit

Kardiyovaskiiler sistem Anti-hipertansif, kardiyak sendrom X

Lokomotor sistem Antinosiseptif, Lokomotor aktivite diizenleyici

Onkoloji Anti-timor

Diger Antioksidan, retinal, hepatoma, pineal kalsifikasyon, sepsis




MEL’in ¢esitli nedenlerle diizensiz salinimi nedeniyle tedavi ve takviye amagh
olarak eksojen MEL tablet, kapsiil ve sivi formlarda kullanilmaktadir. Ozellikle uyku
diizeni ile ilgili problemlerin giderilmesinde MEL kullanim1 yaygindir ve 2010 yilinda
EFSA tarafindan gida takviyesi olarak kullanimi onaylanmistir. Ancak bazi iilkelerin
diizenlemelerinde sadece receteli ilag olarak degerlendirilmektedir. Tiirkiye’deki yasal
diizenlemeler ile Gida Kodeksinde 9 Haziran 2023 tarihinden itibaren “Takviye Edici
Gidalar Kisithh Maddeler Listesi”ne eklenmistir. Ancak halen bir¢ok formda gida
takviyesi i¢inde regetesiz olarak temin etmek miimkiindiir (Ait Abdellah vd., 2023;
Reiter, 1991; Roman Martinez vd., 2022; Gida Kodeksi, 2013).

2.2. MEL’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Organik coziiciiler i¢inde yiliksek ¢oziiniirliige sahip olan Ci3HisN2O> formiillii
MEL (N-asetil-5-metoksitriptamin), molekiil agirligi 232,28 g mol! olan hidrofobik
yapida bir triptofan tlirevidir. Sarims1 kristal toz yapidadir. Sahip oldugu yiiksek
cozlinilirliik ve hidrofobik 6zeligi nedeni ile membranlardan hizli olarak gegebilir ve
dolasimda bulunan MEL tiim viicut hiicresi boliimlerine kolaylikla erisebilir. Sahip
oldugu lipofilik o6zellik sayesinde kan-beyin bariyerini kolaylikla gegebilmektedir
(Claustrat vd., 2005; Klein, 2015).

Yapr-aktivite iligkilerinin analizine gére MEL molekiiliiniin indol kismi, yiiksek
rezonans stabilitesiyle birlikte serbest radikal tepkimelere karsi ¢ok diisiik aktivasyon
enerjisi bariyeri nedeniyle oksidanlarla etkilesimin reaktif merkezidir. Bununla birlikte
metoksi ve amid yan zincirleri de MEL’in antioksidan kapasitesine 6nemli 6l¢iide katkida
bulunur. C3 amid yan zincirindeki N-C=O yapis1 fonksiyonel gruptur. N-C=O
yapisindaki karbonil grubu, MEL’in ikinci reaktif tiirleri temizlemesi i¢in anahtardir ve
N-C=0 yapisindaki nitrojen, MEL’in reaktif bir tiirle etkilesiminden sonra yeni bes liyeli
halkay1 olusturmasi i¢in gereklidir. MEL ayrica, elektron transferi yoluyla guanozin
radikalini guanozine doniistiirmesinin de gosterdigi gibi, hasarli biyomolekiilleri onarma
yetenegine de sahiptir. Klasik antioksidanlarin aksine MEL prooksidatif aktiviteden
yoksundur ve MEL’in reaktif tiirlerle etkilesimi sonucu olusan bilinen tiim ara iirlinler
ayn1 zamanda serbest radikal temizleyicilerdir. Bir MEL molekiilii 4 veya daha fazla
reaktif tiirii temizleme potansiyeline sahiptir. Bu, MEL’I bir antioksidan olarak ¢ok etkili

kilmaktadir (Tan vd., 2005). MEL’in molekiil yapist Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1. MEL ’in molekiil yapisi (PubChem, 2024)

2.3. MEL’in Biyosentezi

MEL salinim siireci kendine has bir sirkadiyen ritime sahiptir. Bu ritim, geceleyin
artig gosterir ve sabah saatlerinde azalir. MEL hormonunun salgilanma siireci, pinealosit
hiicrelerin 1s18a duyarlilik gostermesi O6zelligine baglidir. Pinealosit hiicreler, gorsel
bilginin retinadan pineal beze ulagsmasi yoluyla 151k diizeylerini algilarlar. Isik ile ortaya
cikabilen engellenme, 6zellikle gece ve karanlik ile ortadan kalkarak melanositlerin MEL
salgilamasim tekrar artirir. Ozellikle 21.00-22.00 saatlerinde artis baslar, 02.00-04.00
saatlerinde en list seviyeye ulasir ve sabah 05.00-07.00’de ise azalma baglar. 07.00’den
itibaren ise bazal diizyelere diiser. Bu saatler, biyolojik saatimizin dogal olarak uyku ve
dinlenme i¢in ayarlandig1 zaman dilimidir. Bu nedenle, viicut gece boyunca MEL salgilar
ve bu da uyku kalitesini artirir. MEL salinimi ile kandaki derisimi 3-10 kat arasinda artar.
Kandaki derisimi agisindan, MEL giiniin aydinlik saatlerinde 0-20 pg/dl seviyelerinde
seyrederken, karanlik saatlerinde ise 50-200 pg/dl seviyelerine yiikselir. Gece siiresince
ortalama 30 mg MEL sentezlenmektedir. Bir indol bilesigi bu hormon, triptofandan
sentezlenir. Metabolizma edilmesi genellikle karaciger aracilifiyla gerceklestirilir.
Metabolize edilmis MEL 6-hidroksimel’e doniistiiriiliir ve 6-sulfatoksi-mel olarak idrar
ile atilir. Idrardaki bu bilesen ozellikle g¢ocuklar igin epifiz bezi islevleri
degerlendirilmesinde kullanilir. MEL sentezi yalnizca pineal bezde degil, ayn1 zamanda
lakrimal bez, retina ve gastrointestinal sistemde de ger¢eklesmesine ragmen plazma MEL
diizeyine etkisi azdir. Ancak, pineal bez kan dolasiminda bulunan MEL miktarinin
yaklasik %80’lik kismin1 sentezlemektedir. Bu siire¢, viicudun i¢ saatini dengeler ve
uygun zamanlarda uyku ve uyaniklik dongiisiinii diizenler. Isik diizeyleri ve uyku ortami
gibi cevresel faktorler, melatonin salinimini dolayiyla uyku kalitesini ve genel sagligi

etkileyebilir (Atasoy, 2019; Cam ve Erdogan 2003; Maksimovich, 2002).
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MEL derisimi es zamanlh viicut sivilarinda farkli diizeylerde goézlemlenir. Es
zamanl tiikiiriik ve kan o6rneklerinde MEL diizeyleri 6l¢iildiigiinde kanda daha yiiksek
oldugu goriliir. Hiicreler iginde de MEL’in organellere dagilimi farklilik gdsterir

(Venegas vd., 2012). MEL sentezi Sekil 2.2°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.2. MEL Sentezi (Ozgelik vd., 2013)

2.4. MEL Tayini ile Tlgili Yapilmis Cahsmalar

MEL tespit ve tayininde kromatografi basta olmak iizere elektrokimyasal sensorler,
kolorimetrik analizler, akis immiinoanaliz (LFIA) yontemleri, enzim baglantili
immiinosorbent tahlili (ELISA) gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir (Khachornsakkul
vd., 2023).

Peniston-Bird ve ark., hareketli faz olarak plazmada MEL tayini i¢in metanol/su
kullanilan ve floresans dedektor ile tespiti iceren bir YPSK yontemi rapor etmislerdir.
Yapilan ¢alismada plazma numuneleri kat1 ve siv1 fazlar ile ekstrakte edilmis ve ekstrakte
edilen 1-10 mL plazmanin yaklasik 40 pg-250 ng MEL icerdigi >%70 geri kazanim ile
elde edilmistir. Goniillii ve hastalardan toplanan ylizden fazla plazma 6rneginde ¢alisma
yapilmig ve YPSK ile edlde edilen sonuglar radyoimmiin test (RIA) ile karsilastirilmistir.
MEL giindiiz ortalama derisimi YPSK ve RIA ig¢in sirasiyla 20,7 pmol/L ve 18,5 pmol/L
ve ortalama gece derisimi ise 82,4 pmol/L ve 82,2 olarak bulunmustur (Peniston-Bird vd.,

1993).



Azizoglu ve ark., kombine farmasdtik veya kozmetik uygulamalarda MEL ve oktil
metoksisinnamatin es zamanli tayini i¢in bir ters fazli YPSK yontemi gelistirilmistir.
Calismada kombine farmasotik uygulamalarin bir modeli olarak MEL ve oktil
metoksisinnamattan olusan bir mikroemiilsiyon hazirlanmis ve damlacik boyutu, pH ve
viskozite agisindan karakterize edilmistir. Ayirmalar, Waters XTerra RP C18 (5 mikron,
4,6 x 150 mm) ile ACN ve sudan olusan hareketli faz ile, 1,5 ml dk™! akis hiziyla %20'den
baglayan ve %90 ACN ile biten degisken hareketli faz sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Analit yanitlart UV dedektor ile MEL i¢in 222 nm’de ve oktil
metoksisinnamat i¢in 306 nm’de gozlenmistir. Yontem gegerliligi ICH kurallarina gore
dogrulanarak MEL ve oktil metoksisinnamat i¢in sirasiyla LOD degerleri 0,132 ve 0,049
ug mL!; LOQ degerleri ise 0,4 ve 0,15 pg/ml ve dogrusallik araligi 0,5-60 pg mL'!
bulunmustur (Azizoglu vd., 2017).

Viegas ve ark. yaptig1 ¢aligmada, saraplarda MEL ve trans-resveratroliin (trans-
RSV) SK-FLD (s1v1 kromatografisi-floresans dedektdrii ile tayini igin dispersif bir sivi-
stvi mikro-ekstraksiyonu gelistirilmistir. Onemli degiskenleri tanimlamak igin 26!
faktoriyel tasarim (p < 0,05) ve optimal kosullar elde etmek i¢in Merkezi Bilesik Tasarim
yontemleri kullanilarak 300 pL kloroform (ekstraksiyon ¢oziiciisii), 1500 pL. ACN
(dagitict ¢oziicii) ve 1500 mg NaCl (iyonik kuvvet) optimal kosul olarak belirlenmistir.
Bos bir matris kullanilarak dogrusallik R? > 0,9999, <%3,55 tekrarlanabilirlik, <%7,18
dogruluk sonuglari elde edilmistir. Sarap Orneklerinde >%91,9 geri kazanimlara
ulagilmistir. Yontem farkl sarap gesitlerine uygulanmig ve drneklerin 0,63-7,44 ng mL™!
araliginda degisen MEL ve 169-2616 ng mL! araliginda degisen trans-RSV igeriklerine
sahip oldugu belirlenmistir (Viegas vd., 2021).

Martins ve ark., calismalarinda MEL’in noroprotektif bir ajan olarak ekzojen
uygulamasinda bir alternatif olan polimerik nanopartikiiller i¢inde miktarini
belirlemislerdir. Tek bir emiilsiyon-¢6ziicii buharlastirma teknigi ile elde edilen poli
(laktik asit) nanopartikiillerinde MEL tespiti i¢in fotodiyot dizi dedektorii (PDA) ile
donatilmis YPSK teknigi kullanan analitik bir yontem gelistirmis ve dogrulanmiglardir.
MEL’in in-vitro salim profili de YPSK yontemiyle belirlenmistir. ACN:su (65:35, v/v)
sisteminden olusan hareketli faz 0,9 mL dk! akis hizinda pompalanmuig analit cevaplari
220 nm’de gozlenmistir. Analitik egri, 10-100 pg mL.; derisim aralifinda dogrusallik
gostermigsve LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 25,9 ng mL! ve 78,7 ng mL! olarak

hesaplanmistir. MEL ortalama geri kazanimi %100,47°dir (RSD = %1,25; n=9). Analiz
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ici ve analizler arasi varyasyon katsayist %2’den az bulunmustur. Yontemin poli(laktik
asit) nanopartikiillerinde MEL kapsiilleme verimliliginin belirlenmesi ve MEL in-vitro
salim profilinin degerlendirilmesi i¢in uygunlugu gosterilmistir (Martins, Khalil, ve
Mainardes, 2017).

Talebianpoor ve ark. Yaptig1 c¢alismada insan plazmasinda MEL tayini igin
optimize edilmig dagitic1 stvi-sivi mikro ekstraksiyonu (DLLME) ve ardindan YPSK-UV
kullanilmistir. Kromatografik ol¢iimler MZ ODS-C 18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um )
kolonda metanol : 0,1 M fosfat tamponundan (30:70, v/v) olusan izokratik ikili hareketli
faz ile 1 mL dk' akis hiziyla gerceklestirilmis ve 220 nm’de analit yanitlari
degerlendirilmistir.Optimum kosullar altinda degiskenlerin degerleri pH 6,0; 1,5 mL
ACN, 140 pL CCly, 1,0 dk ekstraksiyon siiresi ve 4500 rpm'de 3,0 dk santrifiij olarak
ayarlandi. Optimum kosullarda yontem, 2,0-500,0 ng mL! araliginda dogrusal yanita
sahiptir ve LOD 0,5 ng mL"! olup bagil standart sapmalar (RSD'ler) %5,0'dan azdir. Giin
ici ve giinler aras1t RSD degerleri sirasiyla %4,3 ve %8,5 olarak bulunmustur. Yontem,

plazma 6rnegindeki MEL tayini i¢in uygun bulunmustur (Talebianpoor vd., 2014).

Minami ve ark. insan idrarinda triptaminle ilgili maddeleri tanimlamaya yo6nelik bir
yontem olusturmaya yonelik olarak bir ¢aligma yapmislar ve 6-siilfatoksimelatonin, 5-
stilfatoksidiasetiltriptamin ve indirgenmis MEL tayinleri i¢cin Florometrik YPSK ve
YPSK-TOF-MS/MS yontemlerini kullanmiglardir. Yontemde sabit faz olarak Capcell
Pak C18 MG 1II kolonu (250 mm x 4,6 mm, 5 um), hareketli faz olarak 75 mM sodyum
asetat ve ACNden (84:16, h/h) olusan sistem 1,0 mL dk' akis hizinda kullanimistir.
Yanitlar florometrik dedektor ile 275 nm’lik uyarilma ve 345 nm’lik emisyon dalga
boyunda kaydedilmistir. Yontem insan idrar 6rneklerinde triptamin ile ilgili bilesiklerin
florometrenin en diisiik kazaniminda tespit edilebilirli§ini gostermistir (Minami vd.,

2009).

Bir bagka caligsmada {iziimsli meyvelerde MEL varligi durumu YPSK-FD sistemi
kullanilarak belirlenmistir. Ayirmalar bir Welch Welchrom C18 5 um ters fazli kolon
(250mm x 4,6 mm) ve hareketli faz olarak su:metanol:asetik asitten olusan ¢oziicii
karisimi kullanilmistir. Meyve 6rneklerinde bulunan MEL miktarinin 123,44 ile 1600,48
ng/g aralifinda degismekte goriilmiistiir. Bunun yaninda ¢alismada meyve 6rneklerinde
toplam fenolik igerigi ve antioksidan kapasitesi arasinda pozitif yonlii ve anlamli bir

korelasyon oldugu sonucuna varilmigtir (Ugur, 2021).



Albu ve ark. Calismasinda Romanya saraplarindaki MEL ve oOnciillerinin
derisimleri lizerindeki etkisini incelemistir. MEL, serotonin ve I-triptofan tayinleri, bir
kiitle dedektorii ve YPSK sistemi ile gerceklestirilmistir. ilgili bilesiklerin tanimlandig
ve miktarinin belirlendigi ters fazli YPSK-MS/MS yontemi i¢in, ¢dziicii A olan suda %5
formik asit ve ¢oziici B olan ACN’de %5 formik asitten olusan bir hareketli faz
kullanilmistir. Yontem ile elde edilen sonuclar alternatif yontemlerle kiyaslanarak

dogrulama yapilmistir (Albu, Radu, ve Radu, 2020).

Mercolini ve ark., kirmiz1 ve beyaz sarapta trans-resveratrol (t-RSV) ve cis-
resveratrol (c-RSV) antioksidanlart ve MEL belirlenmesi i¢in bir analitik yontem
gelistirilmistir. Yontem, floresans tespitine bagli YPSK’ye dayanmaktadir. Ayirmalar, bir
ters faz C8 kolonu lizerinde 150 mm x 4,6 mm, 5 um) ve pH 3,0'da %79 sulu fosfat
tamponu ve %21 ACN’den olusan bir hareketli faz kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
Yontemde C18 kartuglu (100 mg, 1 mL) kat1 faz ekstraksiyon (SPE) teknigi kullanilarak
sarap numunelerine 6n islem uygulanmistir. Dogrusallik araligt MEL i¢in 0,03-5,00 ng
mL-!, t-RSV i¢in 3-500 ng mL"! ve ¢-RSV ig¢in 1-150 ng mL!; LOD degerleri MEL igin
0,01 ng mL!, t-RSV igin 1 ng mL™! ve ¢c-RSV igin 0,3 ng mL"! bulunmugtur. Ayrica
caligmada saraplarin toplam polifenol igerigi ve antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir

(Mercolini vd., 2008).

Lin ve ark. yaptiklar1 ¢alismada ise kapsiil dozaj formundaki MEL tespit i¢in bir
YPSK yontemi gelistirilmis ve dogrulanmustir. Yontemde 0,5 mL dk!' akis hizindaki
hareketli faz metanol : ACN : %0,5 asetik asit ¢ozeltisi (4:1:5, v//v) Diamonsil C18
kolonuna (250 mm x 4,6 mm, 5 um) uygulanmistir. Analit yanitlart 250 nm’de bir UV
dedektor araciligiyla gergeklestirilmistir. Yontemin MEL i¢in alikonma zamani ve
ortalama geri kazanim yiizdesi sirasiyla 15,69 + 0,20 dk ve %99,36 bulunmustur.
Dogrusal ¢aligma araligi 0,2-0,6 mg mL™! olarak belirlenmigtir. Tiim parametreler i¢in

%RSD degerleri %3’den daha az gbzlenmistir (Lin vd., 2012).
2.5. YPSK-PDA

YPSK, hassasiyet, secicilik ve tekraredilebilirlik gibi 6zellikleri nedeni ile gevre,
ilagc ve gida gibi alanlarda yaygin olarak tercih edilen bir tekniktir. YPSK, bir karigim
icinde bulunan bilesenlerin bir hareketli faz ile bir sabit faz {izerinde ayrilmasi, tespiti ve
miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan analitik bir tekniktir. YPSK analitlerin polarite,

boyut, yik ve kimyasal reaktivite gibi Ozelliklerine bagli olarak birbirlerinden



ayrilmalarina dayali bir ¢alisma prensibine sahiptir (Soyseven vd., 2022; Snyder vd.,
1996).

Cok dalga boylu UV dedektor gibi davranan PDA tipi dedektorler, analizler
sirasinda pik tanimlamak, pik homojenligi ve safligini izlemek i¢in kullanilabilmeleri
nedeniyle 6nemli iistiinliik gostermektedirler. Ozellikle modern PDA dedektérlerinin
spektral ¢oziintirliigli, spektrumdaki gozle agikca goriilemeyen ince farklart hizli bir
sekilde karsilastirabilme yetenegine sahiptir. Hatta yapilmis ¢alismalar ile olusturulacak
bir kiitliphane sayesinde spektrumlar kullanilarak pik tanimlama ve saflik kontrolii
yapilabilmektedir. Bir kiitiiphane eslesmesinde, bilinmeyen spektrumlar arasindaki
vektorlerin agist sifir ise, spektrumlari olusturan iki bilesigin ayni1 olma ihtimali yiiksektir

(Swartz, 2010).

3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Malzemeler

MEL standart maddesi (> %99) Sigma-Aldrich'ten (Almanya), YPSK’ne uygun
saflikta saf su metanol (MeOH) ve asetonitril (ACN) Merck'ten (Almanya) temin
edilmistir. Kromatografik ayirmalar Nanologica SVEA (Isveg) marka (4.6 mm x 250 mm,
5 um) C18 kromatografi kolonu kullanilarak gerceklestirilmistir. YPSK enjeksiyonundan
once tlim standart ¢ozeltiler ve numune ¢ozeltilerin filtrasyonu i¢in 13 mm i¢ ¢ap ve 0,2
um gozenek boyutlu Orrange Scientific (Belgika) marka polivinildenfloriir (PVDF)
siringa filtreleri, ¢ozeltilerin siiziilmesinde ise 0,2 pm gdézenek boyutuna sahip 50 mm

capinda Whatman (Almanya) marka rejenere seliilloz membran filtreler kullanilmistir.
3.2. Kullanilan Cihazlar

Calismalar boyunca tiim kromatografik ayirmalar, bir otomatik drnekleyici, bir gaz
giderme {initesi, bir kolon firm1 ve bir diyot dizisi dedektdriine bagh ikili pompadan
olusan Shimadzu (Japonya) marka Nexera-i LC-2040C 3D model bir YPSK sistemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Tiim sistemsel siireclerin takibi ve verilerin islenmesi
icin LabSolution Shimadzu Corporation (Japonya) yazilimi kullanilmigtir. Hareketli faz
ve cozeltilerinin hazirlanmasinda tartim islemleri icin Ohaus marka PA214C model
analitik terazi sistemi (ABD), ¢ozeltiler i¢indeki ¢oziinmiis gazlarin uzaklagtirilmasinda
LabCompanion (Kore) CS-10 model ultrasonik banyo, pH 6l¢iimlerinde Mettler Toledo
(Isvigre) marka pH metre, 20-1000 pL hacim araliginda Eppendorf (Almanya) marka
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Research model otomatik pipetler ve vorteks islemleri i¢in Heidolph (Almanya) marka

vorteks cihazi kullanilmistir.

Gorsel 4.1. Calismalarda kullamilan YPSK-PDA sistemi

3.3. Yontem
3.3.1. Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

MEL stok standart ¢ozeltileri derisim 1 mg mL™! olacak sekilde %100 MeOH i¢inde
coziilerek hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler -18 °C'de saklanmis olup tiim ¢alisma ¢ozeltileri
giinlik olarak MeOH kullanilarak seyreltilmistir. MEL ¢dzeltileri 2 dk boyunca
vortekslendikten sonra 10 dk boyunca ultrasonik banyoda tutulmustur. Cozeltiler
enjeksiyon oncesi 0.22 pm filtre ile siiziilmustiir.
3.3.2. Numunelerin hazirlanmasi

MEL igeren ve eczanelerden temin edilen 6rnekler homojenize edilmistir. 100
mg’lik homojenize 6rnekler 100 mL %100 MeOH i¢inde ¢oziilmiis ve 30 dk boyunca
sonikasyona tabi tutulup 0,22 um filtre ile siiziilerek enjeksiyona hazirlanmistir.
3.3.3. Hareketli fazin hazirlanmasi

Analizler siiresince sabit bilesimli hareketli faz ile eliisyon siirdiiriilmiistiir.
Hareketli faz ACN ve su karigimindan olusmaktadir. Hareketli faz karisimi 300 mL ACN

iizerine YPSK saflikta su ile ilavesi ile 1000 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir. Karigim
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0,2 um gozenekli rejenere selilloz membran filtreden siiziildiikten sonra 10 dk boyunca

ultrasonik banyoda bekletilmis ve hazirlanan ¢ozelti YPSK-PDA sistemine verilmistir.
3.3.4. YPSK-PDA yontemi

Cesitli preparatlar i¢cinde bulunan MEL miktar tayini icin YPSK-PDA yo6ntemi ile
gerceklestirilmistir. Yontemde ACN ve sudan olusan sabit bilesimli hareketli faz YPSK
sistemine 1,00 mL dk'!' sabit akis hizinda verilmis ve analizlerde sabit faz olarak
Nanologica SVEA (Isvec¢) marka (4.6 mm x 250 mm, 5 pm) C18 kromatografi kolonu
kullanilmistir. Enjeksiyonlar 10 pL hacminde, kolon sicakligi ise 25°C olarak
uygulanmistir. Analitlerin dedeksiyon yanitlar1 220 nm dalga boyuna ayarli PDA
dedektorii ile kaydedilmistir. Dedektdriin sinyal toplama frekansi 6,25 Hz, slit genisligi

ise 1,2 nm olarak ayarlanmistir.
3.3.5. Sonuclarin degerlendirilmesi

Yapilan c¢aligmalarda elde edilen kromatogramlarin degerlendirilmesinde pik
alanlar1 analitik yanit olarak kabul edilmistir. Her bir derisime karst gelen pik alani

degerleri kullanilarak hesaplamalar yapilmis ve iirlinlerin MEL igerikleri belirlenmistir.
3.3.6. Sistem uygunluk testleri (SUT)

SUT, analitik yontem gecerliliginin tespitinin 6nemli bir par¢asini olusturmaktadir.
SUT parametrelerini ayirma giicii (Rs), kuyruklanma faktorii (T) ve asimetri faktorii (As),
teorik tabaka sayist (N), kapasite faktorii (k) ve segicilik faktorii (o) gibi parametreler
olusturmaktadir. SUT parametreleri MEL i¢in Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi
(USP) metoduna gore Tablo 3.1.°de verilen formiiller kullanilarak Shimadzu
LabSolution LCsolution v1.11 SP1 veri analiz programi ile hesaplanmistir (USP 30,
20006).

12



Tablo 3.1. SUT i¢in kullanilan parametreler ve formiilleri

Parametre Esitlik

T: kuyruklanma faktorii

W05 Wo.0s: pikin %S5 yiiksekligindeki
Kuyruklanma faktorii =5<v .. pik genisligi
a0.0s: pikin %S5 yiiksekligindeki
ilk yarismin genisligi

R: ayirim giicii

tg: alikonma zamani

e tp — trp; Onceki pikin alikonma
Ayirim giicii R=2x u{ 2 zapinam

W: pik genisligi
Wp: onceki pikin pik genisligil

k' =kapasite faktorii
Kapasite faktorii k'=—-1 t: alikonma zamani

to: 6lii zaman

a: bagil alikonma zamani

k’1: birinci pikin kapasite faktorii
. k’2: ikinci pikin kapasite faktorii
Bagil alikonma zamani a

B k1 B ti —t, ¢1: birinci pikin alikonma zamam
t2: ikinci pikin alikonma zamani

to: 6lii zaman

3.3.7. Yontem gecerliliginin tespiti

Yontem gecerliliginin tespiti ¢aligmalar1 Uluslararast Uyumluluk Konferansi’nin
(ICH) tavsiyesine uygun sekilde gerceklestirilmis ve gelistirilen yontemin analitik agidan
kabul edilebilir veriler sagladig1 gosterilmistir. Yontem gecerliliginin tespiti i¢in ICH
kilavuzunda belirtilen sistem uygunluk testleri, spesifiklik, kesinlik, dogruluk,
dogrusallik, saptama sinir1, tayin alt sinir1 ve saglamlik ¢alismalar1 gerceklestirilmistir
(ICH Q2(R1), 2005). Yontem gegerliligi calismalarindaki tiim istatistiksel
hesaplamalarda Microsoft Excel 2007 (ABD) programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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3.3.7.1. Secicilik, Dogrusallik, Saptama Sinir1 (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ)

Dogrusallik, belirleme katsayisi (R?) ile ifade edilen ve derisime karsi analit
yanitinin dogru orantili olarak degistigi bir parametredir. Dogrusallik ¢calismalarinda 0,5-
100,0 mg L' (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0; 100,0 mg L') MEL igeren
standart ¢6zelti serisi kullanilarak derisime kars1 analit yanitinin yer aldig1 grafikler elde
edilmistir. Dogrusal regresyon analizi ile belirleme katsayisi, egim ve kesim degerleri

hesaplanmuistir.

Secicilik, analiz edilecek numunelerde bulunan girisim yapabilmesi miimkiin
safsizliklarin yaninda tayin edilmesi istenen maddelerin Olgiilebilme yetenegidir.
Calismalarda numuneler icindeki analit pikleri PDA dedektor kullanilarak saflik

yoniinden kontrol edilmistir.

LOD, numune kromatograminda analit pikinin gbzlemlendigi ancak miktar tayin
sinirlar1 araligina girmeyen en diislik derisim seklinde tanimlanmaktadir. LOQ ise tayini
hedeflenen maddenin kabul edilebilir kesinlik ve dogruluk ile miktar tayininin
yapilabilecegi en diisiik derisim diizeyidir.

LOD ve LOQ degerleri, kromatogramlarda gozlenen analit sinyali ve en yakin
giiriiltii siddetlerinin oranlar1 aracilig1 ile hesaplanmistir. LOD degeri i¢in analit sinyali
siddeti/giiriiltii siddeti degeri 3 ile, LOQ i¢in ise 10 ile c¢arpilarak hesaplamalar
yapilmustir.

3.3.7.2. Dogruluk

Dogruluk, deneysel calismalarda elde edilmis olan degerler ile gercek degerin
birbirine yakinligi olarak tanimlanir. Geri kazanim c¢aligsmalari ile ger¢ek degere ne kadar
yaklagildiginin tespiti yapilabilmektedir. Bu amagla MEL igeren {irlin ¢ozeltisi igerisine
ti¢ farkli derisime (2,0; 10,0 ve 80,0 mg L) karsilik gelecek sekilde standart madde ilave
edilerek her derisim diizeyi i¢in iicer set seklinde analizler yapilmis ve geri kazanimlar

asagidaki denkleme gore hesaplanmaistir.
Geri Kazamm (%) = (Hesaplanan Miktar-Orijinal Miktar) / Eklenen Miktar x 100
3.3.7.3. Kesinlik

Kesinlik, caligmalarda elde edilen sonuglarin birbirine yakinliginin bir dl¢tisiidiir
ve giin ici ve giinler arasi dlglimleri icermektedir. Kesinlik ¢aligmalari i¢in ti¢ farkl

derisimde (2,0; 10,0 ve 80,0 mg L') MEL c¢ozeltileri giin iginde tiger set halinde ve ii¢
14



farkl glinde yine iiclii tekrar (n=3) olarak belirlenen kosullarda test edilmistir. Sonuglarin

istatistiksel degerlendirmesinde %Bagil Standart Sapma (%BSS) verileri kullanilmistir.
3.3.7.4. Saglamhk

Saglamlik, yontem parametrelerinde gézlenebilecek kiiclik degisikliklerin analitik
yanita etkisinin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu amagla 20,0 mg L' derisimli
MEL ¢ozeltileri kolon sicakligi (24, 25 ve 26 °C), akis hiz1 (0,9; 1,0 ve 1,1 mL dk') ve
hareketli faz ACN yiizdesi (%29; %30 ve %31) parametrelerinde kiigiik degisiklikler ile

analiz edilmis (n=3) ve % BSS degerleri hesaplanmistir.

15



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Yontem Optimizasyon Calismalar:

Gelistirilen YPSK-PDA yoOntemi i¢in en iyi kosullari bulunmasi i¢in ¢esitli 6n
denemeler yapilmistir. Sabit faz tipi, hareketli faz tipi ve bilesimi, akis hizi, kolon
sicakligi gibi parametre incelenmistir. Optimizasyon g¢alismalarinda 60 mg L'
derisimindeki standart MEL ¢6zeltisi, farkli oranlarda su ve ACN igeren hareketli fazlar
ile YPSK-PDA sistemine enjekte edilmistir. 25-35°C arasinda olacak sekilde farkli kolon
sicakliklart denenmistir. Kolon sicakligi calismalarinda 6nemli farkliliklar gézlenmemis
ve caligmalara kolon sicakligi 25°C olarak devam edilmistir. Kabul edilebilir eliisyon
zamani i¢in MEL igeren ornekler iizerinde de denemeler yapilmis ve optimum hareketli
faz bilesimi ACN : Su (30 : 70, v/v) olacak sekilde 1,00 mL dk! akis hizinda sisteme
verilmesi uygun goriilmiistlir. Analit yanitlar1 220 nm’de PDA dedektor ile
goriintiilenmistir. MEL’in bu kosullar altindaki alikonma zamani 3,83 dk olarak
kaydedilmistir. Onerilen YPSK-PDA y&ntemi i¢in bir analiz i¢in gerekli siire ise 8,00 dk

olarak belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda, YPSK-PDA ile MEL tayini i¢in en uygun kosullarin
Tablo 4.1°deki gibi olmasina karar verilmistir. Optimum kosullar altinda elde edilen
kromatogramlar Sekil 4.1 gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Optimum YPSK-PDA kosullar1

Parametre Deger
Hareketli faz ACN : Su (30: 70, v/v)
Akis hizi 1 mL dk!
Kolon Nanologica SVEA (4.6 mm x 250 mm, 5 pm) C18
Kolon sicakligi 25°C
Enjeksiyon hacmi 10 uL
Dedektor dalga boyu 220 nm
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Sekil 4.1. Optimum kosullarda elde edilen MEL (60 mg L) standard: iceren ¢ézeltinin kromatogrami

4.2. SUT Cahlismalari

SUT ¢alismalarinda 60 mg L' MEL igeren standart ¢ozelti kullanilmistir. Elde
edilen SUT sonuglar1 Tablo 4.2°de gosterilmektedir.

Tablo 4.2. 60 mg L' MEL ¢ozeltisi i¢in SUT sonuglart (n=5)

Parametre Gozlenen Deger Onerilen Deger
Alikonma siiresi (dk) 3,83 -

Kuyruklanma faktorii (T) 1,35 T <2,00
Kapasite faktorii (k) 2,66 k>2,00

Teorik Tabaka Sayist (N) 14208 N>2000
Alikonma zamani %BSS 0,10 %BSS < 1,0

4.3. Yontem Gecgerliliginin Tespiti
4.3.1. Dogrusallik, LOD ve LOQ

Gelistirilen yontemin dogrusalligi, on bir noktali kalibrasyon egrileri kullanilarak
dogrulanmustir. Ug set halinde hazirlanan MEL iceren kalibrasyon ¢ozeltileri iicer kez

analiz edilmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.2.’de ve kalibrasyon grafigi Sekil
4.3.’de verilmektedir.
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Sekil 4.2. MEL iceren kalibrasyon ¢ozeltileri (0,5-100 mg L™ ) kromatogramlar:
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y =52417x + 31767
R2=10,9999

20

60 80

Derigim mg L'!

100 120

Sekil 4.3. MEL iceren kalibrasyon ¢ézeltileri (0,5-100 mg L™ ) icin derisim - alan grafigi

Elde edilen regresyon denklemi (R?>=0.9999) ile MEL igin test aralifinda iyi bir

dogrusal iliski oldugunu gostermistir. Gelistirilen yontemin LOD ve LOQ'su sirastyla 3

ve 10 sinyal-giiriiltii oran1 temel alinarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Tablo

4.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.3. MEL i¢in dogrusallik, LOD ve LOQ degerleri

Dogrusal Arahk
Regresyon Denklemi R? LOD (mg L") | LOQ (mgLY)
(mg L)
0,50-100 y=52417x+ 31767 0,9999 0,14 0,47
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4.3.2. Dogruluk

Incelenen drneklere dogrusal aralik dikkate almarak bilinen derisimlerde (diisiik,
orta ve yiiksek) 2,00; 10,00 ve 80,00 ¢ mL-' MEL eklenmistir. Yapilan 6lgiimler sonucu
gelistirilen yontem igin %98,15-102,02 araliginda degisen geri kazanim sonuglar1 elde
edilmigtir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.4°de verilmistir.

Tablo 4.4. Gelistirilen YPSK-PDA yonteminin dogruluk sonuglar

. o/ [
Eklenen Miktar Geri kazamim (%) (n=3)
-1
(mg L) 1. Giin 2. Giin 3. Giin or.
2,00 98,31 98,15 98,83 98,43
10,00 102,01 102,02 101,29 101,77
80,00 100,06 99,34 99,99 99,80
4.3.3. Kesinlik

Yontemin kesinliginin degerlendirilmesi i¢in ard arda ii¢ glin boyunca {i¢ farklh
derisimde (2,00; 10,00 ve 80,00 g mL™' ) MEL ilave edilen 6rnek ¢ozeltisi ii¢ tekrarli
olarak analiz edilmistir. Giin i¢i ve giinler arasi sonuglar icin %BSS seklinde
hesaplamalar yapilmistir. Tiim %BSS degerleri < %1seklinde bulunmus olup yontemin
kesinliginin kabul edilebilir nitelikte oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen sonuglar

Tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 4.5. Gelistirilen YPSK-PDA yonteminin kesinlik sonuglar:

%BSS
Eklenen Miktar Giin l'?l' (n=3)
(mg L) Giinler arast
1. Giin 2. Giin 3. Giin (n=9)
2,00 0,83 0,73 0,74 0,87
10,00 0,65 0,76 0,71 0,83
80,00 0,92 0,96 0,58 0,95
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4.3.4. Saglamhk

Yontemin saglamhiginin belirlenmesi amaciyla 20,0 mg L derigimli MEL
¢ozeltileri kolon sicakligi (24, 25 ve 26 °C), akis hiz1 (0,9; 1,0 ve 1,1 mL dk!) ve hareketli
faz ACN yiizdesi (%29; %30 ve %31) olacak sekilde ii¢ tekrarli analiz edilerek %BSS
degerleri hesaplanmistir. %BSS degerleri %0,08-1,23 araliginda bulunmustur. Yontemin
kabul edilebilir saglamlik gdsterdigi sdylenebilir. Elde edilen saglamlik sonuglari Tablo

4.6’da gosterilmektedir.

Tablo 4.6. Gelistirilen YPSK-PDA yonteminin saglamlik sonuglar

Parametre %BSS

24 0,08
Kolon Sicakhigi (°C)

26 0,09

0,9 1,15
Akis Hizi (mL dk™)

1,1 1,01

29 1,23

Hareketli Faz %ACN
31 1,08

4.3.5. Ornek sonuclar

Gelistirilen ve dogrulanan YPSK-PDA yontemi ¢esitli gida takviyesi drneklerine
basartyla uygulanmistir. Orneklerden elde edilen kromatogramlar Sekil 4.4-4.8°de
gosterilmistir. Gida takviyesi 6rneklerinin igerdikleri MEL miktarlar1 ise Tablo 4.7°de

sunulmustur.

Tablo 4.7. Gida takviyesi orneklerinin igerdikleri MEL miktarlar:

Ornek no Ornek adi MEL icerigi [g kg™ + SS] (n=3)
1 Gida Takviyesi 1 26,35+0,31
2 Gida Takviyesi 2 1,17£0,01
3 Gida Takviyesi 3 24,72+0,19
4 Gida Takviyesi 4 9,95+0,13
5 Gida Takviyesi 5 1,50+0,01
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Sekil 4.4. YPSK-PDA ile elde edilen gida takviyesi 1 6rnek kromatogrami

mAU

1 PDA Multi 1 220nm,4nm

Sekil 4.5. YPSK-PDA ile elde edilen gida takviyesi 2 6rnek kromatogrami
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Sekil 4.6. YPSK-PDA ile elde edilen gida takviyesi 3 6rnek kromatogrami
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Sekil 4.7. YPSK-PDA ile elde edilen gida takviyesi 4 6rnek kromatogrami
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Sekil 4.8. YPSK-PDA ile elde edilen gida takviyesi 5 6rnek kromatogrami
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Son yillarda yasam tarzi ve aligkanliklarin degismesi, stres ve cesitli nedenlerle
kisilerde biyolojik ritmin bozulmasi ve buna bagli olarak ¢esitli hastaliklarin ortaya
cikmasina neden olmustur. Bu durum akla MEL hormonunu getirmis ve eksikligine bagl
olarak ortaya c¢ikmis problemlerin ¢oziimlenmesi ic¢in eksojen MEL alinmasi
uygulamasini yayginlasmistir. MEL’in gida takviyesi olarak kullanilmasi regetesiz olarak
kisilerin MEL’e ulasabilmesi ve bilingsiz tiiketimine neden olmustur. Bu nedenle
mevzuata getirilen yeni diizenlemeler ile MEL tiiketiminin uzmanlarca takibi ve kontrolii
amaclanmistir. Bunun yaninda piyasada bulunan ve MEL igeren preparatlarin

iceriklerinin kontrolii 6nem arz etmektedir.

Bu c¢alismada ¢esitli formlarda gida takviyesi 6rneklerinde MEL'in belirlenmesi
icin hizli ve pratik bir YPSK-PDA yontemi gelistirilmis ve yontemin gegerliligi
dogrulanmistir. Gelistirilen YPSK-PDA yoOnteminin kalite kontrol veya tarama
caligmalar1 kapsaminda rutin analiz islemlerinde gida takviyesi seklinde hazirlanmig

preparatlara kolaylikla uygulanabilecegi gosterilmistir.
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